Citoszkeletális fehérjék szerkezete, dinamikája, mechanikája és kölcsönhatásai: egyedi molekuláktól szupramolekuláris rendszerekig  =  Structure, dynamics, mechanics and interactions of cytoskeletal proteins: from single molecules to supramolecular systems by Kellermayer, Miklós Sándor Zoltán et al.
 1 
Záróbeszámoló 2012 
 
OTKA kutatási pályázat (K73256), "Citoszkeletális fehérjék szerkezete, dinamikája, 
mechanikája és köcsönhatásai: egyedi molekuláktól szupramolekuláris rendszerekig" 
 
1. Nanomechanikai technikák adaptálása miozin vastag filamentumokra  
Szintetikus miozin filamentumok nanomechanikai tulajdonságait vizsgáltuk egyedi 
filamentumok manipulálásával. A regisztrált erőgörbékben periódikusan megjelentő 
átmeneteket azonosítottunk. A periodicitás összefüggésbe hozható a miozin rúd mentén 
korábban leírt alternáló töltött molekulaszakaszokkal. Kísérleti eredményeink az első direkt 
bizonyíték arra, hogy a miozin vastag filamentum valóban az alternáló, periódikus töltések 
közötti kölcsönhatások segítségével stabilizálódik. Egyúttal azt is kimutattuk, hogy a 
mechanikailag vezérelt folyamat majdnem reverzibilis, és emiatt a vastag filamentumok a 
miozin molekulák összezippzározódásával alakulhatnak ki. A jelenség nagyon hasonlít az 
amiloid fibrillumok esetében megfigyelt folyamattal. A munkából több konferfencia 
prezentáció, referált folyóiratban megjelent absztrakt, illetve egy eredeti közlemény (J. Mol. 
Biol.) született. 
 
2. Titin Z-lemez horgonyzó komplex nanomechanikai vizsgálata 
A titin szarkomerikus Z-lemezhez való horgonyzásáért N-terminálisan található két Ig-domén, 
a Z1 és Z2, valamint a Z-lemezben található telethonin fehérje között létrejött komplex a 
felelős. A Z1Z1-telethonin-Z1Z2 komplex, melyben két titin molekula kapcsolódik 
antiparallel módon, modell számítások szerint mechanikailag nagyon stabil. Munkánkban a 
Z1Z2 dinamikus nanomechanikai tulajdonságait vizsgáltuk. A rekombináns Z1Z2-t humán 
soleus cDNS könyvtárból klónoztunk, majd BL21 sejtekben expresszáltuk. Az expressziós 
vektoroknak köszönhetően a kapott fehérjék N-terminálisa hexahisztidin taggal rendelkezik, 
valamint a Z1Z2 C-terminálisán két cisztein helyezkedik el. Az így kapott specifikus végek 
fontos szerepet kaptak a fehérjék tisztításában, valamint jelentősek a mechanikai stabilitási 
vizsgálatok kivitelezése során. A fehérjék expresszióját követően hoztuk létre a 
fehérjekomplexet. Z1Z2 molekulák diszulfid hídon keresztül létrejött dimérjeit mechanikailag 
manipuláltuk atomerőmikroszkópal, különböző sebességű mechanikai terhelés mellett. 
Eredményeink szerint a Z1Z2 domének mind termodinamikailag, mind dinamikailag 
gyengék, ezért a telethoninnal alkotott komplexre szükség van ahhoz, hogy mechanikailag 
stabilizálódjanak. Eredményeink alapján egy cikk jelent meg (J. Biomed. Biotechnol.).  
 
3. Natív vázizom titin nanomechanikai vizsgálata lézercsipesszel 
A titin a fél szarkomert áthidaló filamentáris fehérje molekula, mely molekuláris rugóként, 
szarkomerikus templántként és feltehetően mechanoszenzorként funkcionál a harántcsíkolt 
izomban.  Titinmolekulákon regisztrált erő-megnyúlás görbék alapján a molekula entrópikus 
polimerláncként viselkedik, ezen felül a görbére a globuláris domének kitekeredéséből 
származó lépcsőzetes kontúrhossz növekmények jellemzőek. A molekulában lezajló 
tekeredési átmenetek nanomechanikai vizsgálatára, egyedi, izolált vázizom eredetű 
molekulákon végeztünk nyújtási kísérleteket újonnan kifejlesztett, erővisszacsatolt 
lézercsipesszel. Konstans magas (>100 pN) erő mellett a a molekula lépcsőszerű ugrásokon 
keresztül nyúlik. A megnyúlás-lépcsők időben exponenciális függvény szerint oszlanak el, 
közvetlenül felfedve a titin-domének adott erő melletti kitekeredési sebességi állandóját. A 
mechanikailag kitekert titinmolekulát konstans alacsony (<5 pN) erő mellett tartva töbfázisú 
mechanikai választ kaptunk. Az entropikus kollapszust egy fluktuációs fázis követi, mely 
során a molekula hossza széles tartományon ingadozik. Ezen fluktuációs fázis 
intramolekuláris történéseinek háttere teljesen ismeretlen. Kísérleteink célja annak kiderítése, 
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hogy fehérjetekeredési lépések egyáltalán lezajlanak-e ebben a fázisban. A tekeredési 
eseményekről feltételezzük, hogy a fehérjelánc rövidüléséhez vezetnek. Ezért az egyedi 
molekulák manipulációs protokolljába olyan lépéseket illesztettünk, amelyek segítségével 
próbahúzásokon keresztül képet kaphatiunk a fehérje pillanatnyi kontúrhosszáról. Kezdeti 
eredményeink arra utalnak, hogy bár diszkrét domén feltekeredési lépések nem kimutathatók, 
a fehérjetekeredés megtörténik. A fenti eredményeink alapján két kézirat van előkészületben. 
A lézercsipeszes titinmanipuláció kiegészítéseként egyedi molekulák atomerőmikroszkópos 
és dinamikus fényszórás mérései történtek. A mérések célja annak feltérképezése, hogy 
milyen hatások mellett történik meg a titinmolekulák oligomerizációja.  
 
4. A titin PEVK domén konformációs dinamikája 
A titin óriás izomfehérje PEVK doménje egy feltehetően random polimerlánc, amely a 
molekula fiziológiás nyújthatóságáért felelős. A PEVK domén szerkezeti dinamikája, 
konformációja és kölcsönhatásai azonban még nem pontosan ismertek. Munkánkban a PEVK 
szerkezeti dinamikáját tanulmányoztuk a PEVK szakaszból kiválasztott 11 illetve 21 
aminosav hosszúságú szintetikus peptideken fluoreszcencia rezonancia energiatranszfer 
(FRET) mérések segítségével. Az energiatranszfer a peptid N-terminális triptofánja mint 
donor, illetve a C-terminálishoz konjugált IAEDANS mint akceptor között lépett fel. A FRET 
hatásfok mérésével a peptidek átlagos vég-vég távolságát határoztuk meg különböző kísérleti 
körülmények között. A vég-vég távolság a statisztikus polimerlánc fontos paramétere, 
amelyből következtethetünk a molekula rugalmas és globális szerkezeti sajátosságaira. A 
peptidek vég-vég távolságának kontúrhosszal való skálázódása eltért a tisztán statisztikus 
polimerláncok esetén jósolt viselkedéstől, ami arra utal, hogy a vizsgált PEVK fragmentumok 
nem teljesen random polimerláncok. Mértük a hőmérséklet, az ionerősség, és guanidin FRET 
hatásfokra gyakorolt hatását. A hőmérséklet és ionerő növelésével nőtt a transzferhatásfok, a 
guanidinnel történő kémiai denaturáció viszont csökkentette. Feltételezzük, hogy a PEVK 
domén szerkezetét gyenge kölcsönhatások stabilizálják, amelyek egyúttal rugalmasságának 
hangolását is lehetővé teszik. A FRET spektroszkópiai méréseket kiegészítettük molekuláris 
dinamikai szimulációval annak érdekében, hogy a reziduális szerkezeti elemek természetét 
megértsük. Eredményeink arra  utalnak, hogy reziduális helikális strukturák vannak jelen a 
vizsgált PEVK domén szakaszokban. Eredményeink alapján egy közlemény van 
nyomtatásban (Biophys. J.). 
 
5. A dezmin intermedier filamentumok nanomechanikája 
A dezmin fontos, mechanikai integráló szerepet játszik az izomszövetben. Kísérleteinkben 
atomerőmikroszkóppal vizsgáltuk izolált dezminből létrehozott filamentumok polimerizációs 
és depolimerizációs állapotait illetve nanomechanikai tulajdonságait. EDTA vagy EGTA 
kezelés hatására a filamentumok vékony, szubfilamentális fonalakra estek szét. Részletes 
analízis alapján arra következtetünk, hogy ezek dezmin protofibrillumok, amelyek hajlékony, 
de egyúttal nagy longitudinális rugóállandóval rendelkező fonalak. A protofibrillumok 
laterális asszociációja eredményezi a nagy hosszanti szakítószilárdsággal és hajlítási 
rugalmassággal rendelkező dezmin filamentumokat. A protofibrillumokká történő 
depolimerizáció a polimerizációs útvonaltól teljesen eltérő útvonalon történik. Eredményeink 
alapján egy cikk jelent meg (J. Mol. Rec.).  
 
6. Szívizom típusú Miozin-kötő C-fehérje molekuláris mechanikája 
A szívizom típusú miozin-kötő C-fehérje (cardiac myosin binding protein C, cMyBP-C) egy 
vastag-filamentummal asszociált fehérje, amelynek régóta sejtett, de máig sem pontosan 
ismert mechanizmusú regulatórikus szerepe van a szarkomerben. Multidomén fehérje, 
amelyet 8 Ig-domén, 3 FN domén, és egy egyedi szekvencia (M-domén) épít fel. A cMyBP-
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C-ről korábbi kísérletek kimutatták, hogy a miozin mellett kötődik az aktinhoz is, amely 
felvetette annak lehetőségét, hogy a szarkoméren belül keresztbe köti a vékony és vastag 
filamentumokat, és ezáltal egy filamentum-csúszást szabályozó viszkózus elemként működik. 
Kísérleteinkben, amelyek a University of California (Davis) Samantha Harris által vezetett 
kutatócsoportjával együttműködésben történtek, egyedi, rekombináns cMyBP-C molekulák 
atomerőmikroszkópos erőspektroszkópiai mérése történt. Az eredmények arra utalnak, hogy a 
cMyBP-C molekula komplex mechanikai tulajdonságokkal rendelkezik, és az M-domén 
vélhetően egy szerkezet nélküli, rugalmas tulajdonságokkal rendelkező molekulaszakasz. 
Eredményeink alapján egy cikk jelent meg (Biophys. J.) és egy további kézirat áll 
előkészületben. 
 
7. Aktomiozin in vitro motilitás geometriája 
Az in vitro motilitási próbában egyedi, fluoreszcensen jelölt aktin filamentumok mozognak 
egy miozinnal borított felületen. A molekuláris rendszer a motorfehésjeműködés in vitro 
funkcionállis modelljeként fogható fel. Jóllehet a felülettel párhuzamos mozgási módusokat 
jól lehet követni valós idejű mikroszkópia segítségével, a filamentumok vertikális (a felületre 
merőleges irányú) kitérései rejtve maradnak. Ezek a mozgások azonban fontosak a lokális 
fiamentum-mechanika megértése szempontjából. Kísérleteinkben olyan elrendezést 
alkalmazunk, amely egy egyszerű optikai trükk segtíségével lehetővé teszi a filamentumok 
vertikális irányú elmozdulásainak nagy felbontású követését. A molekuláris elrendezésben a 
szokásostól eltérően nem üveglemezen, hanem félig tükröző felületen történik a 
filamentumok mozgása. A filamentumok által emittált fény interferál a felületről 
visszaverődött fénnyel. Mivel a két felület néhány (legfeljebb néhányszor tíz) nanométernyi 
távolságra van egymástól, és az emittált fény hullámhossz maximuma 580 nm, gyakorlatilag 
teljesül a koherencia feltétele, amely távolságfüggő módon kostruktív vagy destruktív 
interferencia jelenséghez vezet. A filamentumok mentén észlelhető fluoreszcencia emissziós 
intenzitás aszerint csökken vagy nő, hogy milyen típusú interferencia lép fel a felületről 
visszavert fénnyel. Ezek a kísérletek jelenleg is tartanak.  
 
8. Izommechanika C. elegans-ban 
Együttműködés keretében fejleztettünk ki egy olyan eljárást, amellyel kvantitatív módon lehet 
vizsgálni egyedi C. elegans organizmusok motilis funkcióit. A módszerben a C. elegans 
testfelületére helyezett atomerőmikroszkóp rugólapka elhajlását vizsgáljuk az idő 
függvényében. A rugólapka elhajlásából a rugóállandó ismeretében kiszámítható az erő, 
illetve az elhajlás időbeli változásából a C. elegans motilitásáról kapunk információt. Az 
aktivációs hurokban mutált miozint expresszáló C. elegans esetében végeztünk méréseket. 
Kísérleteink alapján a miozin aktin-aktivációs mechanizmusaiba nyertünk pontosabb 
bepillantást. A kísérletek alapján egy közlemény jelent meg (Nature Struct. Mol. Biol).  
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